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La prescnic invention concerne de nouveaux complexes 
immunogenes comprenant un derive saccharidique, utiles notammem 
commc medicaments et en particulier comme vaccins. 

Proteines ci polysaccharides sont les deux principaux types 
d'antigenes de surface rencontres chez les bacteries et les champignons et 
sont par leur caractere antigenique d'excellents outils pouvant entrer 
dans la conception de vaccins. Toutefois la mise au point de vaccins definis 
depourvus d'effets secondaires necessite 1'emploi d'antigenes vaccinants 
de faible masse moleculaire, principalement des peptides ou dcs 
oligosaccharides. Ccs antigenes, mais aussi d'autres de masse moleculaire 
superieure tels que les polysaccharides, nc peuveni induire seuls unc 
15 reponse immunitaire qui soit intense et durable. 

Lc potentiel des polysaccharides bacteriens dans la preparation de 
vaccins est apparu des le debut du XXeme siecle. Ces composes jouent en 
effet un role important dans la structure et le pouvoir pathogene de 
certaines bacteries Gram positives et negatives. Deux types de 
polysaccharides bacteriens sont d'excellents candidats a litre d'agent 
vaccinal. II s'agit des polysaccharides issus de la capsule bacterienne et 
des polysaccharides issus des lipopolysaccharides (LPS) de la membrane 
cxierne des bacteries Gram negatives. 

Ce sont des polymeres composes essentiellement d'une panic 
glucidique, et dont une panie de la molecule est exposee a la surface de la. 
bacterie. lis sont constitues d'un enchainement lineaire d'unites 
rcpetitives, caracteristiques d'une espece bacterienne donnee, dont le 
nombre peut varier de une a plusieurs centaines, expliquant ainsi leur 
poids moleculaire parfois tres elcve. Chaque unite repetitive est constitute 
elle-meme de plusieurs monosaccharides relies entre eux par des liaisons 
glycosidiqucs, gencralcment de 1 a 7 residus monosaccharidique.s. Ces 
dcrniers peuveni sc voir plus ou moins substitues par des groupements 
mineraux tels que dcs phosphates ou par des groupes organiques. tels que 
des acides, dcs amines, des alcools, des acides gras ou des acides amines. 
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Le caractere repetitif des epitopes des polysaccharides bacteriens 
(petit nombre d'epitopcs differents), qu'il s'agisse de polysaccharides 
isoles de la capsule bactcrienne ou de lipopolysaccharides de la membrane 
extern e des bacteries Gram negatives, en fait en effct des immunogenes T- 
5 indepcndants. Cela se traduit par 1'absence de reponse immunitaire a ces 
antigenes chez le jeune enfant et par 1'absence de memotre immunitaire 
chez 1'adulte (pas de reponse immunitaire de type cellulaire, peu ou pas 
d'effet de rappel, reponse anticorps restreinte a la classe des IgM). 

Des vaccins comprenant un extrait polysaccharidique se sont 
10 reveles relativement efficaces chez Tadulte a faible dose/25 a 50 ng. Parmi 
les vaccins a base de polysaccharides bacteriens, on compte a ce jour des 
vaccins contre les infections 

- a Neisseria meningitidis : vaccin tetravalent contre les souches des 
groupes A, C, W135 et Y, 

15 - a Streptococcus pneumoniae : vaccin pneumococcique multivalent 
associant 23 serotypes de polysaccharides capsulaires, 

- a Salmonella typhi : vaccin compose du polysaccharide capsulaire de S. 
typhi. Toutefois ces vaccins sont particulierement inefficaces chez les 
jeunes enfants. 

20 D'autres approches ont ete test£es dans la strategic vaccinale contre 

les infections a Salmonella. En effet, les bacteries du genre Salmonella 
sont des enterobacteries virulentes a tropisme digestif, pathogenes pour 
rhomme et pour de nombreux animaux vertebres. Le genre Salmonella est 
classiquement constitue de plus de 2000 serotypes differents. Les 

25 principales pathologies induites par ces bacteries sont (pour des revues 
generales voir: Le Minor, L, 1987, Salmonella dans Bacteriologie Medicale,. 
L Le Minor et M. Veron Eds M Medecine-Sciences Flammarion Paris, p. 411- 
427, Pegues, D.A. and Miller, S.I., 1994, Salmonellosis including typhoid, 
fever, Curr. Opin. Infect Dis. 7, 616-623): 

30 - chez Tanimal, des toxi-infections: 

. specifiques de certaines cspeces, Salmonella abortus-ovis chez les 
ovins, Salmonella galinarum chez les volailles, 

. non specifiques provoquees par les serotypes dits "ubiquitaires n 
(Salmonella Typhimurium, enteritidis,...)» 

35 
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- chez l'homme: 

• les fievres typhoides (Salmonella typhi) et les fievres 
paratyphoides (Salmonella paratyphi A. B et D), 

. les toxi-infections alimentaires, pour lesquelles les serotypes les 
Plus frequemment incrimines sont Salmonella typhimurium. enteritidis et 
panama. 

Actuellemem tro.s types dc vaccins anti-typhoYdiques sont 
disponibles sur le marche (pour des revues generales voir : Levine M M 
Hone. D.M.. Stocker, B.A.D. et Cadoz. M., 1990. New and improved vaccines 
agamst typhoid fever dans New Generation Vaccines. G.C. Woodrow and 
M.M. Levine Eds. Marcel Dekker Inc. New York and Basel, p. 269-287 Jalla 
A.G.S.. Sazawal, S. et Bhan. M.K.. 1994. Advances in vaccines for typhoid 
fever, Indian J. Pediatr. £1 321-329): 
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15 - Les vaccins inactives 

Les formes injectable* de type "vaccin bacterien inactive" sont les- 
formes vaccinales les plus anciennes. II s'agit de vaccins pouvanr 
contenir 500 a 1000 millions de bacteries par dose, sous forme liquide Les 
bactenes sont inactive par des traitements par la chaleur et/ou par des- 
composes chimiques tels que Pacetone. le f ormo l ou le phenol. Selon les 
serotypes bacteriens qu'ils contiennent, on distingue 

- les vaccins anti-typhoidiques: on trouve dans cette classe les- 
speaahies "Typhoid vaccine" de la Societe WYETH-AYERST aux Etats-Unis 
ou "Typhoid monovalent" de la Societe WELLCOME au Royaume Uni 

- les vaccins anti-typho/paratyphoYdiques: on recense dans cette 
seconde classe les vaccins "Vac TAB" .de PASTEUR en France ou 
"Typhidrall" de BIOCINE SCLAVO en Italic 

En France, le vaccin TAB (PASTEUR) est un vaccin bacterien 
inactive compler liquide trivalent. associant Salmonella typhi. Salmonella 
paratyphi A et B. Son efficacite re.ative est en fait limitee a la valence T Ce 
vaccm est reactogene: il provoque dans un tiers des cas des reactions 
locales et generales precoces. II est injecte par voie sous-cutanee a raison 
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de 2 a 3 injections, a 2 a 4 scmaines d'intcrvalle, suivies d'un rappcl. [in 
France la reglementation actuelle qui Tirnpose encore a certaincs 
categories professionnelles, dont les professions militaires et de sante, 
n'est en fait plus justifiee. En milieu militaire, on utilise maintcnant un 
5 vaccin monovalent T f non commercialise. 

[/immunisation des enfants de moins de un an n'est en general pas 
recommandee a cause des effets indesirables pouvant survenir apr£s 
Pinjection (fortes douleurs et fievre importante). 

10 - Un vaccin vivant attenue. 

Le vaccin typhoidique oral Ty21a ("Vivotif', BERNA) contient une 
souche vivante defective de Salmonella typhi, depourvue de galactose-4- 
epimerase. Son administration est orale, sous la forme de capsules 

15 gastroresistantes contenant 1 a 8.10 9 bacteries vivantes sous forme 
lyophilisee. Le schema vaccinal comporte 3 doses successives aux jours 1, 3 
et 5, avec prises simultanees de bicarbonate de soude pour neutraliser 
Pacidite gastrique. EvaJuee dans des zones d'endemie en Egypte et au Chili, 
la valeur protectrice serait comprise entre 60 et 90%. II n'y aurait pas 

20 d'effets indesirables. La protection vaccinale devient effective environ 10 
jours apres la derniere dose. La protection est valable pour une periode 
pouvant aller de 1 a 7 ans, et il est ainsi recommande aux voyageurs a 
destination de regions endemiques dc repeter la vaccination 
annuellement. 

23 Des formes orales plus anciennes sdnt encore disponibles. 11 s'agit 

de vaccins inactives dont Pefficacite n'a toutefois pas ete clairement 
etablie ("Taboral" de la Societe BERNA, "Enterovaccino" en Italic). 

- Un vaccin de type sous-unitaire. 

30 
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Le vaccin "Typhim Vi" de Hnstitut MFripiiy 

enfams de p,us de 5 ans Ce C "« '« ad ""« - ■« 

Cos Sa lmo „ P e„a r , p i A IT « * Pr ° rCCU °" 

du* de ,a p ro ,ec„„ m au moins Jgale 3 ^ ans^Dans le ' in ' eCt '° n ' * 
forte endemie !e ranv « • ' CS term °'res a 

em,e. le taux de protection observe est aux alentours de 60% 

lim.tee. La vaccination des enfants est difficile et celle H„< 
nournssons impossible Les varrinc • ■ • des 

'enfant en bas i» P i. """sees cnez le nournsson et 

•««u en Das age. Le vaccin oral Ty2la n'est en effer ^n* 
che? i> n f,nt _j , e5t en enet pas recommande 
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L'epitope oligo- ou polysaccharidique est susceptible d'etre obtenu a 
partir de bacteries, gram negatif ou gram positif, ct en particulier a partir 
de lipopolysaccharides de membrane ou des oligosaccharides dc capsule, de 
bacteries du genre Salmonella, F.scherichia, Neisseria, Shigella, 
5 Haemophilus ou Klebsiella, 

Selon un aspect prefere de I'invention, I'agent pathogene peut etrc 
Salmonella typhi, Haemophilus influenzae, Neisseria miningitidis ou 
Streptococcus pneumoniae. 

L'epitope oligo- ou polysaccharidique peut egalcment etrc obtenu a 
10 partir d'un champignon, en particulier appartenant a Tun des genres 
Candida, Cryptococcus ou Lipomyces. 

Les polysaccharides issus de lipopolysaccharides sont prepares par 
extraction des LPS de la membrane puis elimination du lipide A par 
hydrolyse menagee. Les polysaccharides capsulaires sont quant a eux plus 
15 facilement isoles de la suspension bacterienne : un chauffage a 100° C 
pendant une dizaine de minutes (solubilisation) suivi d'une centrifugation 
permet d'isoler le polysaccharide capsulaire Vi de Salmonella typhi. Les 
deux types de polysaccharides peuvent ensuite etrc purifies par 
chromatographic ct/ou par filtration sur membrane. 
20 L'utilisation de polysaccharides "entiers" dans un procede de 

couplage peut voir apparaitre certains problemes techniques diis 
principalement a la taille trop importante de ces composes : formation 

d'un gel, precipitation. 

Afin de surmonter ce probleme differcntes methodes.de clivage du 
25 polysaccharide peuvent etre utilisees : fragmentation aux ultra-sons, 

depolymerisation par oxydo-reduction, hydrolyses menagees en milieu 

acide ou basique, hydrolyse enzymatique. 

La methode de fragmentation permettant la liberation 

d'oligosaccharides doit etre adaptee au polysaccharide ctudie. Un 
30 oligossacharide est un compose, pouvant derivcr d'un polysaccharide, ct 

qui presente par rapport au polysaccharide de depart un nombre reduit 

d'unites de repetition osidiques. 
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La Demanderesse a maimenan, mis en evidence que le couplagc par 
,a,son covalente de roligosaccharide ou d„ polysaccharide L c Z 

lc pZr"" .' e " C d ' n " ie P ^ d ™ P™. de r.soudr 
lc prob ernes poses pan .•„,„ i » I1 o» de derives polysnccharidiques souls' 
5 ou couples a d'autres porteurs. • 

Par exemple. ,e seul vaccin conjugue sur ,e marche es, un vaccin 

commercians.es. ZjnJZ Z"c . ^ "* 
.0 un polysaccharide is " d " Z °';«°»™« ou 

phosphate. P ' ' e PRP - P ol >' rib ^>'l ribitol 

Les proteines porteuses utilisees dans la conception de ce vaccn 
conjugue sont de deux types : ^ccin 

- Les anatoxines tetanique (IT) et diphterique (DT) 

- un extrait de proteines membranaires de Neisseria meningitidis, POMPC 
Les anatoxines tetanique et diphterique son, actuellement les - - 

prote.nes porteuses ,es mieux caracerisees. tant d'un point dvu 

o™ , q : r r 8,que (propri< " m ^ P ~ 
pu rif ,e! ~ :rrir:n":s, qu ; peuvcnt - ™* - 

rnrun . culture . Clostridium tetani pour TT et 

l^Da , Phteri3 P ° Ur " tMi " e ^ « «"« P™«" <* 

ISOKDa. U tox.ne DT possede une masse mo.eculaire inferieure et es 

secretee sous forme d'une simp.e chaine po.ypeptidique de 535 ac de 

leT« PUr,fiCa, '° n ' ~ - pari cha, ur 

le formol. Hies peuven, etre combinees entre eMes (vaccin DT) et avec de 

e, Z IZ """* VaCC " ,S <COqUClUChe ' •»''»*«'««•->■ Thermtresi antes 

' PCndlm — • - - P33 
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L'emploi trop frequent de ces proteines (vaccination antitenique et 
antidiphterique, vaccins conjugucs) peut toutefois aller a l'encontre • d'une 
reponsc intense centre l'haptcne. Le risque de leur utilisation- trop 
frequentc est en effet de voir la reponse i.mmunitaire porter 
5 majoritairement centre ces proteines, si les sujets immunises presentent 
deja des taux d'anticorps eleves contre celles-ci. 

Le second type de porteur utilise dans ce meme vaccin est en fait un 
extrait de proteines membranaires : l'OMPC, "Outer membrane protein 
complex", isole de Neisseria meningitidis. Ce complexe vesiculate contient 
10 en fait plusieurs proteines associees a des lipides et des 
lipopolysaccharides. 

Selon un aspect prefere de rinvention, la proteine porteuse 
comporte au moins une partie d'une proteine de type OmpA de bacteries 
gram negatif, en particulier d'une proteine de membrane externe de 

15 Klebsiella pneumoniae. 

Des proteines convenant particulierement a la mise en oeuvre de la 
presente invention sont des proteines derivees de la proteine de 
membrane majeure de Klebsiella pneumoniae 1-145, designee ci-apres 
p40; elles presentent notamment Tune des sequences ID n* 2, ID n° 4 ou ID 

20 n° 6. D'autres proteines porteuses d'interet derivees de la proteine de 
membrane externe de K. Pneumoniae comprennent des fragments 

- comenant la troisieme et la quatrieme boucle cxtramembranaire 
flanquant une sequence intramembranaire, 

- contenant une boucle extramembranaire invariable et la sequence 
25 intramembranaire adjacente. 

On definit comme boucles extramembranaires invariables les 
sequences de P40 homologues avec les sequences des boucles conserves 
entre differentes especes d'enterobacteries. Les sequences des boucles 
extramembranaires non conserves au cours de Involution- sent 
30 denommees boucles variables. La localisation des boucles 
. extramembranaires est fealisee d'apres le modelc de VOGEL et JAHNIG 
(1986, J. Mol. Biol., 12Q: 191-199) concernant 1'OmpA d'E. coli. 
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En particulicr, on utilise™ !es fragments compris cure les acidcs 
amines 127 a 179 de la sequence ID n° ] 

D'autres sequences appropriees soni rcspeciivcment les sequences 
comprises entre les amino-acides 108 a 179 de la sequence ID n" 1, les 
amino-acides 1 a 179 de la sequence ID n° 1, ainsi que des sequences 
presemant au moins 90% d'homologie avec les sequences precedentes. 

Selon un autre aspect avantageux de ^invention, la proteine 
porteuse comporte tout ou partie du domaine de liaison a la serumalbumine 
humaine de la proteine G du streptocoque (ci-apres appelee BB). 

Cette proteine presente une masse moleculaire de 29 kDa et peut etre 
exprimee et produite chez Escherichia coli sous forme de corps 
d'inclusion. 

La proteine porteuse peut notamment presenter la sequence ID n° 8, 
ou une sequence presemant au moins 80%. et de preference au moins 90% 
15 de similarite avec ladite sequence ID n° 8. 

Toutes ces proteines porteuses peuvent etre extraites a partir des 
bacteries d'origine ou bien etre obtenucs par la voie de l'ADN 
recombinant. 

Des complexes immunogenes selon I'invention pourront notamment 
consister en un conjugue entre une proteine porteuse telle que definie 
precedemment et au moins un oligosaccharide substantiellement purifie, 
susceptible d'etre obtenu a partir de lipopolysaccharides de membrane de 
bacteries du genre Salmonella ; en particulier la bacterie du genre 
Salmonella appartiendra a un serogroupe porteur d'une specificite 
antigenique choisie dans Ie groupe suivant : 0:1. 0:2, OA, 0:6, 7, 8, 0:3 et 0:9. 
Dans un mode de realisation prefere, le complexe immunogene conticnt un 
oligosaccharide susceptible d'etre obtenu a partir du lipopolysaccharide de 
Salmonella enteritidis de specificite antigenique 0:9. 

En effet, les differents serotypes de Salmonella sont identifies par 
leur formule antigenique ; i| sont classes en differents groupes, en 
fonction de leur specificite antigenique O. 

Par exemple, Salmonella typhi appartient au groupe D. de specificite 
0:9, de meme que S. enteritidis, S. panama, ct S. dublin. 

Parmi les autres specificites polysaccharidiques majeures on peut 
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- le serogroupe A, de specificite 0:2, ayani commc representam S. 
paratyphi A, 

- le serogroupe B, de specificite 0:4, ayant comme representant S. 
paratyphi B et S. typhimurium, 

5 - le serogroupe C, de specificite 0:6, 7, 8, ayant comme representant S: 
infantis et S. bovis morficans, 

- le serogroupe E, de specificite 0:3, avec S. meleagridis 

Les oligosaccharides appartenant aux sp<§cificitcs antigeniques 
majeures enumerees ci-dessus seront particulierement adaptes a la mise 

10 en oeuvre de l'invention. Par exernple, un vaccin prepare a partir 
d'oligosaccharide isole de lipopolysaccharide de S. enteritidis, porteur de la 
specificite antigenique 0:9, permettra de proteger contre les septicemics a 
Salmonella typhi et contre la fievre typhotde, mais il pourra egalement 
etre utilise dans la prevention chez I'homme et l'animal des toxi- 

15 infections et zoonose dues aux Salmonelles du meme serogroupe. 

Des oligosaccharides selon Tun des aspects preferes de l'invention 
presentent au moins une unit£ : 

aD galactose p(l-2)-aD mannose p(l-4)-aL Rhamnose p(l-3) 

20 atyvelose p( 1-3) 

Plus particulierement, l'invention a pour objet un complexe 
immunogene comprenant au moins un oligosaccharide de formule 



a-Tyvp( 1-3) 

i ■ 

aD-Galp(l-2) -> aD-Manp(l-4) -> aL-Rhap(l-3) -> 



n 

30 dans laquelle Gal represente le galactose 

Man represente le mannose 
Rha represente le rhamnose 
Tyv represente le tyvelose 
et n peut varier entre 1 et 24. 

35 
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De preference, n peut varier emre 1 et 5. et ('oligosaccharide est 
couple avec une proteine presemant Pune des sequences ID n' 2, ID n' 4, 
ID n' 6, ou ID n' 8, ou possedant au moins 80% de similarite avec I'une des 
sequences ID n' 2, ID n" 4 ou ID n° 6 ou ID n° 8. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisanon de complexes 
immunogenes tels que definis precedemment. pour la preparation d'un 
vaccin ; selon un aspect particulierement avantageux, les complexes sont 
uciles pour la preparation d'un vaccin destine a proteger un animal centre 
les infections provoquees par les bacteries Salmonella appartenant au 
serogroupe antigenique 0:9. 

On pourra uiiliser un melange d'oligosaccharides pour lesquels. 
dans la formule ci-dessus, n aura differentes valeurs. 

Des complexes immunogenes selon l'invention sont egalement ceux 
comprenant un antigene capsulaire de Salmonella. Celui-ci peut etre 
couple seul a une proteine porteuse telle que definie precedemment, ou 
bien associe a un complexe comprenant un autre epitope oligo- ou 
polysaccharidique. 

L'invention a egalement pour objet des compositions 
pharmaceutiques contenant au moins un oligosaccharide et/ou complexe 
antigenique tels que definis precedemment. Elles peuvent egalement 
contenir d'autres adjuvants d'immunite, et des excipients 
pharmaceutiquement acceptables necessaires a leur formulation tels que 
diluant, stabilisant, conservateurs, etc, connus de I'homme du metier. ^ 

Selon un aspect avantageux l'invention concerne un vaccin 
contenant un oligosaccharide de membrane couple a une proteine 
porteuse, et comprenant en outre un autre determinant antigenique. En 
particulier le vaccin comprend un antigene capsulaire de Salmonella, tel 
l'antigene capsulaire Vi (homopolymere d'acide N acetylgalacturonique 
partiellement acetyle) ; ceci permet d'accroitre l'efficacite du vaccin 
30 contre les bacteries capsulees. 
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Le procede de preparation du complexc immunogene peui 
comprcndre les etapes suivantes : 

a) on isole dcs oligosaccharides dc Salmonella a panir des 
lipopolysaccharides de membrane, 
5 b) dc maniere facultative, on purifie les oligosaccharides de maniere a 
conserver des oligosaccharides de meme poids moleculaire, 

c) les oligosaccharides sont actives chirniquement, 

d) les oligosaccharides actives sont couples a unc proteine porteuse pour 
former le cornplexe immunogene. 

10 Selon un aspect prefere, la proteine porteuse est activee avant 

l'etape d) par une methode chimique pour faciliter le couplage. 

Les methodes d'activation des oligosaccharides avec formation d'un 

derive isothiocyanatophenylamine et de couplage de ce derive sur une 

proteine pourront etre effectuees comme decrit par: 
15 - Mc Broom C.R., et al (1972, in: Methods in Enzymology, vol. 28B, ed. V. 

Ginsburg (Academic Press, New York), p. 212-219), ou 

- Svenson S.B. and Lindberg A. A. (1979, J. Immunol. Methods 25., 323-335). 

D'autres methodes peuvent etre utilisees dans le but d'activer les 
oligosaccharides puis de coupler les derives obtenus sur une proteine : 
20 methodes faisant appel aux borohydrure et cyanoborohydrure de sodium, a 
l'acide adipique dihydrazide... 

Ce couplage pourra notamment suivre le schema suivant : 



BN8DOCI0: <WO 9741 JL> 



WO 97/41888 



PCT/FR97/008OO 



13 



Oligosaccharide |-OH + 



H 2 N^CH 2 ) 2 ^J^NH; 



10 



NaCNBHs j Amination reductive 



15 



[_Oli gosaccharide | -HN-(CH2) 2 -^ r ^NH 2 



CsCh 



I 



Formation d'un isothioeyanate 



20 



Ol»gosacch andeJ-HN-(CH 2 ) 2 ^~^N=C=S 



2 HN 




CoupJage 



30 



°I5£la^char^ 
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Le couplage (^'oligosaccharides dc differentes tallies peut etre 
envisage. Ces oligosaccharides etant libercs par coupure enzymatique 
(activite endorhamnosidasique d'un phage), il s'agira de preference de 
multiples de 4: tetrasaccharides, octasaccharides, dodecasaccharides, 
5 hexadecasaccharides, icosasaccharides... De meme le couplage d'un 
melange de ces oligosaccharides (sans purification prealable) est compris 
dans Tinvention. 

On peut ensuite effectuer une etape supplemental consistant a 
coupler le complexe obtenu a Tissue de Tetape d) avec un autre 
10 determinant antigenique de Salmonella. 

L'invention a egalement pour objet Tutilisation d'une proteine 
comportant Tune des sequences ID n° 2, 4, 6 ou 8 pour ameliorer 
Timmunogenicite d'un oligosaccharide. 

Elle comprend egalement Tutilisation de proteines analogues, dans 
15 lesquelles au moins un acide amine a ete remplace par un acide amine 
homologue dans tes sequences ID n° 2, 4, 6 ou 8. 

Les proteines seront notamment codees par des sequences d'ADN 
presentant Tune des sequences ID n° 1, 3, 5 ou 7 ou des sequences 
equivalentes, compte tenu de la degenerescence du code genettque. 
20 La sequence ID n° 2 represente la sequence complete de la proteine 

P40. 

On peut Egalement utiliser une proteine recombinante designee par 
LP40 (seq ID n° 4), qui comporte en outre un peptide de 9 acides amines 
comportant une partie de la sequence leader de Toperon tryptophane. 
25 Enfin les sequences ID n° 5 et 6 correspondent a la totalite de la 

partie transmembranaire, (AP40F8), et sont depourvues de la partie 
p^riplasmique tr£s immunogdnique (Puohiniemi, R., Karvonen, M. t 
Vuopio-Varkila, J M Muotiala, A., Helander, I.M. and Sarvas, M., 1990, Infect. 
Immun.^, 1691-1696). 
30 La sequence ID n° 8 correspond au domaine de liaison a la 

serumaibumine humaine de la proteine G du Streptocoque. 

Les exemples qui suivent sont destines a illustrcr Tinvention sans 
aucunement en limiter la portee. 

Dans ces exemples, on se referera aux figures suivantes : 

35 
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Figure 1 : Mise en evidence du pouvoir immunogene du conjugue P40- 
icosasaccharide chez Ja souris. 

Figure 2 : Mise en evidence du pouvoir immunogene du conjugue P40- 
icosasaccharide chez le lapin. 

EXEMPLG 1: Isolcment cr purification dc la proline MO 
nature lie. 

La proteine P40. proteine majeure de la membrane externe dc 
Klebsiella pneumoniae est isolee par extraction en presence d'un 
detergent a partir de la biomasse Klebsiella pneumoniae, puis purifiee a 
parur de l'extrait ainsi obtenu par chromatographic exchange d'anions 
puis de cations. 

15 1-1. Materiel pr m^rh^H»c 

Extraction des nrorpipes mi-mhnn^r.. 



10 



20 



25 



Le pH de la biomasse Klebsiella pneumoniae {souche 1-145 40 a 340g 
de.cellules seches, 7 a 10 % de cellules seches) est ajustee a pH 2 5 avec de 
I'acidc acetique pur. Apres addition de 0.5 volume d'une solution contenant 
6%cetnmide (detergent), 60% ethanol, CaCl 2 1.5M (concentrations finales 
2% cetrimide, 20% ethanol, CaCl 2 0,5 M ), le pH est ajuste a 2.5 et le melange 
est place sous agitation pendant 1 6 heures a temperature ambiante. 

1.1.2. Etane dp rlnr jfication . 



Apres centrifugation 20 min a 15000g a 4'C. !e culot est elimine Le 
surnageant est un extrait de proteines membranaires de Klebsiella 
jU pneumoniae. 

M - 3 - PreC'P'taiion des nrnrpi nes mpmhn^im, 

Les proteines du surnageant sont precipitees par addition de 3 
3. volumes d'ethanol 95 • a -20°C (concentration finale en ethanol = 80%). 
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Apres une agitation rapide, 1'ensemble est laisse au repos pendant 1 hcure 
a 4°C minimum. Les proteines pr.ecipitees soni recueillics par 
centrifugation 10 min a lOOOOg a 4°C. 

5 1.1.4. Preparation d'une fraction enrichie en proteines memhranaires 
(fraction MP) . 

Les culots sont remis en suspension dans une solution 1 % de 
* Zwittergent 3-14 a raison de 5ml/g de culot humide. Apres agitation 
10 pendant 1 heure (agitateur a helice) et broyage a 1'aide d'un ultra-turrax 
( 13500trs/min t 30 sec), le pH est ajuste a 6,5 a l'aide de soude IN. Une 
centrifugation du melange permet d'obtenir la fraction . MP (elimination 
de l'insoluble). 

15 1.1.5. Etane de chromatographic d'echange d'anions . 

Les proteines du MP sont dialysdes pendant une nun a 4°C contre un 
tampon Tris/HCl 20mM pH 8,0, 0,1% Zwittergent 3-14. Le dialysat est depose 
sur une colonne contenant un support de type echangeur d'anions forts 
20 (gel Biorad Macro Prep High Q) equilibree dans le tampon decrit ci-dessus 
a un debit lineaire de 15 cm/h. Les proteines sont detectees a 280nm. La 
proteine P40 est eluee, avec un debit lineaire de 60 cm/h, pour une 
concentration de 0,2M en NaCl dans le tampon Tris/HCl 20mM pH 8,0; 0,1% 
Zwittergent 3-14. 

25 

1.1.6. Etane de chromatogranhie d'echange de cations . 

Les fractions contenant la proteine P40 sont rassemblees et 
concentrees par ultrafiltration a Taide d f un systeme de cellule a agitation 
30 Amicon utilise avec une membrane Diaflo de type YM10 (seuil de coupure 
lOkDa) pour des volumes de I'ordre de 100ml, ou a I'aide d'un systeme de 
filtration a flux tangentiel Minitan Millipore utilise avec des plaques de 
membranes possedant un seuil de coupure lOkDa pour des volumes 
superieurs. La fraction ainsi concentree est dialysee pendant une nuit a 
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4°C centre un tampon citrate 20mM pH3.0. 0,1 % Zwittergem 3-14 Le 
d.alysat est depose sur unc eolonne conicnant un support de tvpe 
echangeur de canons forts (gel Biorad Macro Prep High S) equilibrce dans 
le tampon citrate 20mM P H3,0, 0.1 % Zwittergent 3-14. La proteine P40 est 
5 eluee (vitesse 61 cm/h) pour une concentration 0.7M en NaCl Les 
fractions contenant la P40 sont rassemblees et concentrees comme decnt 
precedemment. 



10 



1. 2. Resultats . 

Les fractions obtcnues apres chaque etape chromarojraphiquc sont 
anaiysees par SDS PAGE afin de rassemb.er ce„es contenan, .a proteine 

r-40. 

Apres chaque etape, les quantites de proteine .sont determines par 
dosage selon la methode de Lowry. La purete et 1'homogeneite de la 
proteme P40 sont estimees par SDS PAGE avec revelations au bleu de 
coomassie et au nitrate d'argent. 

En fin de procede de purification, la P40 est concentree dans le but 
d'attemdre une concentration en proteine de 1'ordre de 5 a 10 mg/mL Les 
prof.ls electrophoreses revelent un degre de purete superieur a 90%. .. ■. 

Apres immunoblot, la Droteine *><;r r pr nn n,. n • r- 

, ia proteine est reconnue specifiquement par un 

anticorps monoclonal anti-P40 obtenu chez la souris. 

La presence de Hpopolysaccharides (endotoxines) contaminants est 
esumee par la methode de salification en tubes ou essai LAL (Lysat 
d Amebocytes de Limule). Get essai realise sur la solution finale revele un 
taux d 'endotoxins inferieur a 160 UE/ml et montre done que celle-ci 
satisfau aux normes de la regimentation europeenne. 

30 P^O MPLE 2 ; C,0nagC ' et purification dc la proteine 

■50 P40 rccornbinantc. 

-• 1 -Materiel et methods 



25 
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2.1.1. Clonage du gene dc I'OmnA de Klebsiella pneumoniae. 

Les amorces nucleoiidiques om ete determinees a partir de la panic 
de la sequence publiee de POmpA de Klebsiella pneumoniae LD 199 
5 (Lawrence J.G. et al., 1991, I. Gen. Microbiol. 137, 19 1 1-1 92 1 ), de la sequence 
conscensus issue de I'alignement des sequences de POmpA de differences 
enterobacteries (Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Serratia 
marcescens, Shigella dysenteriae, Enterobacter aeroginosae) ainsi que des 
sequences de peptides obtenues par sequencage selon la methode d'Edman 
10 de la proteine naturelle isolee de Klebsiella pneumoniae 1-145 et de 
peptides isoles apres digestion au bromure de cyanogene. 

Les oligonucleotides ont ete synthetises scion la mcihode chimique 
des phosphorarnidites a l'aide de Pappareil Pharmacia Gene Assembler 
Plus. 

15 Une colonie de Klebsiella pneumoniae 1-145 est lysee dans 10 ^/l de 

tampon de lyse (25mM Taps pH 9,3, 2mM MgC12). 1 p\ de cette solution est 
ensuite utilise comme source d'ADN pour les reactions d'amplification par 
PCR. Celles-ci sont realisees dans 100,ul de tampon d'amplification avec 
Spmoles de chaque amorce et une unite enzymatique de Taq polymerase 

20 (Perlcin Elmer Cetus). Chaque cycle comprend une etape de denaturation 
de 30 secondes a 95°C suivie d'une hybridation de Pamorce avec PADN et 
d'une extension d'une minute a 72°C. 30 cycles sont ainsi realises a Paide 
d'un thermocycleur Perkin Elmer Cetus Gen Amp PCR 9000. Le gene de 
POmpA de Klebsiella pneumoniae est clone dans le vecteur pRIT28 

25 (Hultman T. et al., 1988, Nucleosides Nucleotides 7, 629-638), vecteur 
possedant le g£ne de resistance & Pampicilline, les origines de replication 
de Escherichia coli et du phage Fl ainsi qu'une portion du gene Lac-Z de 
Escherichia coli (ft-galactosidase). 

Le fragment ainsi clone est sequence a Paide d'un sequenceur 

30 automatique Applied Biosystem 373 DNA Sequenceur. Les reactions de 
sequengage sont realisees a Paide du kit dye terminator selon les 
recommandations du fournisseur. 
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2.1.2. Construction du vecteur d'evnre.v M on contennnr le gene rie I'OmnA dc 
Klebsiella pneumoniae. 
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Le gene entier de la proteine P40. est ensuite clone dans Ic vccieur 
d'expression pTrp inductible par la presence du gene de Poperon 
tryptophane, porteur du gene de resistance a la kanamycine et presemant 
deux sites de restriction Bsml et Sail. 

Pour le clonage un site de restriction Bsml est introduit par PCR en 
amont du gene de la P40, presemant deja un site Sail en aval, dans le 
vecteur P RIT28P40. Le gene de la P40 possedant des sites BsmJ/Sall est ainsi 
clone dans le vecteur pTrp pour constituer le plasmide P TrpLP40. 

2.1.3. Evpression de la proteine 1.P40 . 

La proteine de fusion LP40 est exprimee et produite chez 
Escherichia coli sous forme de corps d'inclusion. Celle-ci comportera la 
sequence complete de POmpA de Klebsiella pneumoniae a laquelle il faut 
ajouter au niveau de l'extremite N-terminale un peptide de 8 acides amines 
(peptide L) comportanr une partie de la sequence leader de l'operon 
tryptophane necessaire a Pexpression de la proteine chez Escherichia coli.- 
L'expression de la proteine LP40 est realisee chez Escherichia coli 
RRIAM15 (Riither, U.. 1982, Nucl. Acid Res. 1Q 5765-5772). Une preculture" 
est realisee sous agitation a 37'C pendant une nuit dans un milieu a base de"- 
bouillon tryptique de soja (milieu TSB) complement en extrait de ievure et 
en presence de kanamycine 30 ng/ml. La region operatrice du vecteur est 
bloquee en presence d'un exces de tryptophane (100 ng/ml). 

Apres lecture de la densite optique a 580nm, la culture est diluee 
afin d'obtenir une densite optique de 1 dans le milieu precedent (milieu 
TSB avec extrait de levure et kanamycine). La synthese de la proteine LP40 
est induite par addition d'acide indolacrylique (analogue du tryptophane) 
a la concentration finale de 25 M g/ml. La culture est maintenue a 37'C sous 
agitation pendant 5 heures. 
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2-1.4. Kenaturation et pur ification rt e la nrorpine LP40 . 

Apres centrifugation (4000rpm, 10 min, 4'C), les cellules sont 
remises en suspension dans un tampon Tris MCI 25mM pH 8.5. line 
sonication permet la liberation des corps d'inclusion. 

Le culot de corps d'inclusion obtenu par centrifugation (25 min a 
10000 g a 4°C) est repris dans un tampon Tris-HCI 25 mM pH 8.5 contenant 
5mM MgCl 2l puis centrifuge (15 min a lOOOOg). La denaturation de la 
proteine est obtenue par incubation des corps d'inclusion a 37'C pendant 2 
heures dans un tampon Tris-HCI 25mM pH 8.5 contenant 7M chlorhydrate 
de guanidinium ou uree (agent denaturant) et lOmM dithiothreitol 
(reduction des ponts disulfure). Une centrifugation (15 min a lOOOOg) 
permet d'eliminer la partie insoluble des corps d'inclusion. 

Apres dilution par 13 volumes d'un tampon Tris HCI 25mM pH 8.5 
contenant du NaCI (8.76g/l et du Zwittergent 3-14 (0.1%. p/v). le melange 
est laisse pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation au 
contact de l'air (renaturation par dilution et reoxydation des ponts 
disulfure). 

Apres une nouvelle centrifugation. l'echantillon est dialyse contre 
un tampon Tris-HCI 25mM pH 8,5 contenant 0,1 % Zwittergent 3-14 (100 
volumes de tampon) pendant une nuit a 4°C. L'etape de chromatographic 
d'echange d'anions est realisee sur le support Biorad Macro Prep High Q. 
comme decrit precedemment (Exemple 1). Les fractions contenant la 
proteine LP40 sont rassemblees puis concentrees par ultrafiltration avant 
une nouvelle dialyse contre un tampon citrate 20mM pH 3 contenant 0,1% 
Zwittergent 3-14 (100 volumes de tampon) pendant une nuit a 4'C. L'etape 
de chromatographic d'echajige de cations est realisee sur le support Biorad 
Macro Prep High S comme decrit a l'exemple 1. Les fractions contenant la 
LP40 sont rassemblees puis concentrees par ultrafiltration. 
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2. 2. Resultats. 



Le gene de 1'OmpA de Klebsiella pneumoniae (P40) compone 1008 
paires de bases (Sequence ID N" 1) et code pour une proteine de 335 acides 
35 amines (Sequence ID N° 2). 
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Le gene de la I.P40 comporte quant a )ui 1035 paires de bases 
(Sequence ID N° 3) et code pour une proteine de 344 acides amines 
(Sequence ID N e 4). En ce qui concerne la panic du gene dc 1'OmpA, on 
constate quelques differences au niveau de rextremite codant pour les 
5 deux acides amines en position C-terminale. Ces differences conccrnent en 
fait uniquement trois nucleotides. II s'agit des nucleotides en position 1027 
(C pour G en position 1000 dans la sequence de la P40), 1028 (A pour C en 
position 1001 dans la sequence de la P40), 1032 (C pour Ten position 1005 
dans la sequence de la P40). Ces modifications sont dues a l'utilisation lors 
10 du clonage du gene de 1'OmpA dans le vecteur pRIT28 d'une amorce 
oligonucleotidique partiellement degeneree (sequence Kpnl4): 
5 ' ATAGTCG AC AACTTA A(G)G(C)CCTGCGGCTGAG3\ Ces modifications de la 
sequence du gene provoquent une unique difference entre les sequences 
peptidiques de la P40 et de la LP40 exprimee et produite chez Escherichia 
15 coli. II s*agit de l'acide amine en position 343 de la sequence de la LP40, qui 
est un residu glutamine (Gin) alors qu'un residu alanine (Ala) est trouve 
dans la sequence de la LP40 (position 334). 

A partir d'une culture de 1 litre, un cycle de 
denaturatton-renaturation permet d'obtenir 300mg de proteine 
20 (estimation par dosage selon la methode de Lowry). 75 mg de LP40 sont 
purifies apres les deux etapes chromatographiques. 

Comme precedemment la proteine LP40 est concentree apres 
purification afin d'atteindre une concentration finale comprise entre 5 et 
lOmg/ml. Les profils electrophoretiques montrent un degre de purete de 
25 1'ordre de 95%. Apres immunoblot la proteine est specifiquement reconnue 
par un anticorps monoclonal anti-P40 naturelle obtenu chez la souris. 

L'6tat de la proteine est suivi. par SDS-PAGE. Selon sa forme, 
ddnaturee ou native, la proteine P40 extraite de la membrane de Klebsiella 
pneumoniae possede un comportement electrophoretique (migration) 
30 caracteristique. La forme native (structure en feuillets p) presente en 
effet une masse moleculaire plus faible que la forme denaturee (structure 
en helices a) sous Taction d'un agent denaturant, tel que Puree ou le 
chlorhydrate de guanidinium, ou par chauffage a 100°C en presence dc 
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SDS. La proteine LP40 n'esr pas correctement renaturec en fin dc 
renaturation, que celle-ci soil realisee cn absence ou en presence de 0,1% 
(p/v) Zwittergent 3-14. Par comrc une renaturation torale est obtenue 
apres dialyse contre un tampon Tris/HCI 25mM pH 8,5 contenant 0,1 % 
(p/v) Zwittergent 3-14. Toutefois il faut noter que cette renaturation n'esi 
obtenue que lorsque 1'etape de dilution et le traitemcnt a temperature 
ambiante sont realises eux-memes en presence de Zwittergent 3-14 
(resultats negatifs en absence de detergent). 

EXEMPLE 3: Clonage, expression ct purification dc la partie 
trarismembranairc de la proteine P40. 

Afin de doner la partie du gene correspondant a la totalite de la 
partie transmembranaire depourvue de la partie periplasmique de la 
proteine P40 un oligonucleotide complementaire de Pextremite codant 
pour la partie C-terminale de cette region du gene, sequence comprise 
entre les acides amines 1 & 179 de la proteine P40 et baptisee fragment F8, a 
ete synthetise. 

La sequence du gene correspondant au fragment recherche a 6t£ 
ajnplifiee par PCR a partir de TADN d'une miniprep du vecteur pRlT28P40, 
puis purifiee et clonee dans le meme vecteur. Un sequencage est realise 
afin de verifier qu'aucune mutation n'est survenue au cours de 
1'ampHfication. . 

Ce gene est ensuite clond comme decrit prdcedemment (Exemple 2) 
dans le vecteur pTrp pour constituer le plasmide pTrpLAP40F8. 

La proteine de fusion L4P40F8 est exprimee chez Escherichia coli 
RRI apres transfection par le vecteur pTrpLAP40F8. Apres un cycle de 
denaturation/renaturation, celle-ci est purifiee par chromatographie 
d'echange d'anions puis de cations comme decrit precedemment (Exemple 



Le gene dc la proteine LAP40F8 comporte 567 paires de bases 
(sequence ID n° 5) et code une proteine de 1 1 8 acides amines (sequence ID 
n°6). 



1). 
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nXEMI'LC 4 : Expression et purification dc la proteine Bit 

4.1. Materiel et methodes 
4.1.1. Expression de la proteine BB 

Le gene de la proteine BB est clone dans le vecteur depression pva 
inducible par la presence du gene de 1'operon tryptophane, porteur des 
genes de resistance a l'ampicilline et a la tetracycline ct possedant unc 
origine de replication chez Escherichia coli. La proteine BB est exprimee 
et produite chez Escherichia coli RV 308 (souche ATCC 31608) sous forme de 
corps d'inclusion. 

lies souches de Escherichia coli RV 308 competentes sont 
transformees par le vecteur pvaBB. Une preculture est reaiisec sous 
agitation a 37°C pendant une nuit dans un milieu a base de bouillon 
tryptique de soja (milieu TSB) complement en extrait de levure et en 
presence de tetracycline (8jig/ml) et ampicilline (200jig/ml). La region 
operatrice du vecteur est bloquee en presence d'un exces de tryptophane 
(100ng/ml). 

Apres lecture de la densite optique a 580nm. la culture est diluee 
20 afin d'obtenir une densite optique de 1 dans le milieu precedent (milie.u 
TSB avec extrait de levure et tetracycline/ampicilline). la synthese de la 
proteine BB est induite par addition d'acide indolacrylique (analogue du 
tryptophane) a la concentration finale de 25 M g/ml. La culture est 
maintenue a 37°C sous agitation pendant 5 heures. 



15 



25 



30 



4.1.2. Renaturation et purification de la proteine BB 

Apres cenirifugation (4000rpm, 10 min. 4'C), les cellules sont 
remises en suspension dans un tampon Tris-HCl 25mM pH 8,5. Une 
sonication permet la liberation des corps d'inclusion. 
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Le culot dc corps d'inclusion obtenu par centrifugaiion (25 min a 
lOOOOg a 4°C) est repris dans un tampon Tris-HCl 25mM pM 8,5 contenant 
5mM MgCl?, puis centrifuge (15 min a lOOOOg). La denaturation de la 

proteine est obtenue par incubation des corps d'inclusion a 37°C pendant 2 
5 heures dans un tampon Tris-HCl 25mM pH 8,5 contenant 7M chlorhydrate 
de guanidinium (agent denaturant) et lOmM dithiothreitol (reduction des 
ponts disulfure). Une centrifugation (15 min i lOOOOg) permet d'eliminer 
la partie insoluble des corps d'inclusion. 

Apres dilution par 13 volumes d'un tampon Tris-HCl 25mM pH 8,5 
10 contenant du NaCl (8 r 76g/l et du Zwittergent 3-14 (0,1%, p/v), le melange 
est laisse pendant une nuit a temperature ambiante sous agitation au 
contact de Tair ( renaturation par dilution et reoxydation des ponts 
disulfure). 

Apres une nouvelle centrifugation, la proteine BB est purifiee par 
15 chromatographic d'affinite sur support HSA-Sepharose (support prepare 
par couplage d'albumine serique humaine sur un gel Pharmacia "CNBr- 
activated Sepharose 4B"). Apres injection (debit faible), les proteines non 
fixees sont eluees par un tampon Tris/HCl 25mM pH 8,5, NaCl 0,2M, 0,05% 
Tween 20 et EDTA ImM. La proteine BB retenuesur le support est eluee par 
20 une solution d'acide acetique 0,5M pH 2,7. Les fractions contenant la 
proteine d'interet sont rassemblees puis concentrees par ultrafiltration. 

4.2. Resultats 

25 Le gene de la proteine BB comporte 774 paires de bases (Sequence ID 

N° 7) et code pour une proteine de 257 acides amines (Sequence ID N° 8). 

La proteine exprimee comporte a partir de Textremite N-terminale 
(voir Sequence ID N° 7) : 

- le peptide L, acides amines 1 & 8, 
30 - le peptide E*, acides amines 9 a 14, 

- un peptide linker, acides amines 15 a 23, 

- la proteine BB, acides amines 24 a 257. 

La proteine produite presente une masse moleculaire de 29kDa 
environ (anaJyse par SDS-PAGE). 

35 
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EXEMPLI! 5: Isolement et purification des oligosaccharides dc 
Salmonella enteritidis a partir dc lipopolysaccharidcs. 

4.1. Preparation des linonolvsnccharides fl.PS) . 

Les bacterids Salmonella enteritidis SH 1262 sont cultivees dans un 
fermenteur de 10 litres a 37°C, a pH 7,0, sous agitation forte, dans un milieu 
Ty. Les cellules som tuees par addition de formaldhehyde 1% ct sont 
recueillies par centrifugation a 4000g pendant 20 min a 4°C. Apres un 
lavage dans du PBS et une nouvelle centrifugation, realisee comme 
precedemment, le culot est rernis en suspension a une concentration de 
l'ordre de 20mg (poids sec)/ml. Les LPS sont extraits par la methode au 
phenol (Westphal 0., Luderitz O. and Bister F. f 1952, Z. Naturforsch. 7, 148- 
15 5) et la phase aqueuse est recueillie et lyophilisee. 

Des LPS partiellement delipides sont prepares par hydrolyse des 
liaisons phosphate et ester au niveau de la panie lipidique (lipide A) par 
un traitement realise en presence de soude 0,1 5M a 100°C pendant 2 
heures. Apres centrifugation, le pH est ajuste a 3,5 et les acides gras Hbres 
sont elimines par extractions successives au chloroforme. Le pH._est 
ensuite ajuste a 7,0 avant que les LPS ainsi delipides ne soient dialyses 
contre de l'eau et finalement lyophilises. 

4.2. Preparation des oligosaccharides . 

Les oligosaccharides sont prepares a partir des LPS partiellement 
delipides en utilisant l'activite endorharnnosidase associee au 
bacteriophage P36. 

Dans un boudin de dialyse contenant le phage P36, dialyse au 
prealable contre un tampon carbonate d'ammonium 5mM pH 7,1, sont 
ajoutes les LPS obtenus precedemment dans un rapport lg de LPS/10 14 
p.f.u. de phage. La dialyse est realisee a 37°C contre 600 a 800 ml du tampon 
precedent. Apres 50 heures le bain de dialyse est change et la dialyse est 
renouvelee pour une duree additionnelle de 40 heures environ. Les deux 
solutions dc contre dialyse sont ensuite melangecs puis concentrees a 
l'aide d'un evaporateur rotatif. 
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Les oligosaccharides sont fractionnes par chromatographic dc 
tamisage moleculaire. Les oligosaccharides concentres sont deposes sur 
une colonne (2,5 x 170 cm) de Biogel P2 ou P4 (Biorad, 200-400 mesh) eluec 
par de Peau (debit S,5 ml/h). Les fractions contenant les oligosaccharides 
5 sont detectecs par la methodc au phenol (•♦ acidc sulfuriquc). Apres 
analyse des fractions par chromatographic sur couchc mince, les 
fractions contenant les differents isomcres sont rassemblees puis 
lyophilisees. La purete des oligosaccharides obtenus est determinee par 
resonance magnetiquc nucleaire et spectrometrie de masse. 

10 

EXEMPLE 6: Couplagc des oligosaccharides isolcs dc 
lipopolysaccharides dc Salmonella entcritidis a la protcinc P40. 

Les oligosaccharides (10 a 40mg) sont dissouts dans 0,5ml d'eau. Cette 
15 . solution d'oligosaccharides est ajoutee goutte a goutte sous agitation a 1 ml 
d'une solution de para-aminophenylethylamine diluee dans Peau (v/v) 
contenant 20 mg de cyanoborohydrure de sodium. Aprds ajustement du pH 
a 8,0 a Paide de NaOH IN, le melange reactionnel est laisse a temperature 
ambiante pendant 24 heures. L'exces de reactifs est elimine par 
20 gelfiltration sur une colonne de Biogel P2. Les fractions contenant les 
oligosaccharides derives sont recueillies, conccntrecs a sec a Paide d'un 
evaporateur rotatif puis les oligosaccharides sont repris par 3ml d'ethanol 
80%. 

L'addition de 200 nl d'une solution de thiophosgene dilue dans de 
25 Tethanol 80% ( lv/3v) permet Tobtention de derives 
isothiocyanato-p-aminophenylethylamino-oligosaccharides. Le pH est 
maintenu a Paide d'une solution de soude 1M dans Pethanol 80%. Apres 2 
heures a temperature ambiante la reaction est complete, et les 
oligosaccharides derives sont separes de l'exces de reactifs par extraction 
30 chloroformique (elimination du thiophosgene). La phase aqueuse est 
■ concentree a sec et les oligosaccharides sont repris par 0,5ml. de tampon 
bicarbonate 0,1 M pH 8,2 contenant 0, 1% Zwittcrgcnt 3-14. 
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La proteine P40 (LP40 ou AP40F8) en solution dans un tampon 
bicarbonate 0,1M pH 8,2 contenant 0,1% Zwittergent 3-14 (2,3 ml, 
concentration de l'ordre de 5 mg/ml) est ajoutee goutte a goutte sous 
agitation constante aux oligosaccharides. Le pH est ajuste a 8,7 a Taide de 
5 soude 1M et le melange reactionnel est maintenu a temperature ambiante 
pendant 48 heures. Les oligosaccharides non couples sont elimines par 
une serie de plusieurs dilutions et concentrations a l'aide d'une cellule a 
agitation Amicon equipee d'une membrane Diaflo possedant un seuil de 
coupure de 30kDa. Les conjugues obtenus sont dialyscs plusieurs fois 

10 cbntre 1 litre de tampon PBS contenant 0,1% Zwittergent 3-14. Le taux de 
substitution est determine apres estimation des quantites 
d'oligosaccharides par la methode de dosage faisant appel au phenol ( + 
acide sulfurique), et de proteine par la methode de Lowry. Les conjugues 
sont conserves a -20°C, 

*5 Dans le cas du conjugue P40-icosasaccharide le degre de substitution 

estime par dosage des proteines et des oligosaccharides est de 5,3 moles 
d'icosasaccharides/mole de P40. Cette valeur est en accord avec celle 
etablie apres SDS PAGE du conjugue. 

20 EXEMPLE 7: Mise cn evidence du pouvoir immunogenc des 
conjugues P40/icosasaccharide chcz la souris. : 

6.1. Materiel et methodes . 

25 Les souris (femelles NMRI, lS20g, 6/lot) sont immunisees aux jours 

0,14 et 21. Chaque souris regoit une dose de 0,5ml du conjugue prepare a 
Texemple 3. Les conjugues (10 ^g) sont inject.es en presence ou en 
Pabsence d'adjuvant complet de Frieud et les injections sont effectuees par 
voie intraperitoneale. Les prelevements sanguins sont realises par 

30 ponction aux jours 0 et 3 5. Les reponses anticorps sont evaluees sur les 
serums individuels preleves par la methode ELISA. Les IgG 
anti-icosasaccharide des serums sont isolees sur support 
BSA-hexadecasaccharide et sont revelees l'aide d'un antiserum anti-IgG 
de souris marque a la phosphatase alcaline. La densite optique est 

35 determinee a 405nm. 
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6.2. Resultats . 

Lorsqu'il est injecte en presence d'adjuvant cornplei de Freud, lc 
conjugue P40/icosasaccharide permet I'induction d'unc reponse dirigee 
contre 1'oligosaccharide importante des le jour 35 (3 immunisations): lc 
tiire anticorps est proche dc 1/1. 10 5 . 

Comme le monire la figure 1 cc titre se mainiien; lorsquc les 
immunisations sont realisees en l'absence d'adjuvant. Les titres anticorps 
anti-oligosaccharide sont en eTfet compris entre 1/1. 10 4 et 1/1. 10 s . 

EXEMPLE 8: Mise cn evidence du pouvoir immunogene des 
conjugues P40/icosasaccharidc chcz le lapin. 

7.1. Materiel et methodes , 

Les lapins (lapins blancs de Nouvelle Zelande, 2-3kg) sont 
immunises aux jours 0,14 et 28. Les conjugues P40/oligossacharides (10 ng) 
sont injectes aux animaux dans les ganglions lymphatiques popliteaux en 
presence (v/v) ou absence d'adjuvant cdmplet de Freud. Aux jours 0, 14, 28 
et 56, des prelevements sanguins sont effectues et les reponses anticorps 
sont evaluees sur les serums individuels par la methode ELISA. Les plaques 
de titrage sont couvertes par 2 antigenes differents: la proteine P40 et le 
LPS dont sont issus les oligosaccharides couples a la P40. Les anticorps sont 
reveles a Taide d'un conjugue anti-IgG de lapin marque a la phosphatase 
alcaline. La densite optique est determinee a 405nm. 

7.2. Resultats . 

L'icosasaccharide, lorsqu'il est presente par la proteine P40, induit 
en presence d'adjuvant de Freud une reponse importante contre le 
lipopolysaccharide dont il est issu: titre superieur a 1/1.1 0 6 . 
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En absence d'adjuvant la reponse dirigee contre I'icosasaccharide 
lorsqu'il esc presence par la P40 est plus faible que cellc obtcnue en 
presence d'adjuvant, mais significaiivemenr plus imporcance que celle 
induite apres injection du conjugue BSA-octasaccharide. La figure 2 
5 presente les resuitats du dosage ELISA realise contre le LPS done esc issu 
I'icosasaccharide couple a la proieine P40. Apres 56 jours le litre anticorps 
est superieur a 1/10000. 



EXEMPLI* 9: Experience dc challenge chez la souris apres 
10 transfcrt passif. 

8.1. Materiel ec methodes. 



Les souris (fcmelles NMRI, 20g, 6/lot) recoivent une injection par 
15 voie intraveineuse de 0,2ml d'un serum hyperimmun obtenu chez le lapin 
apres un cycle d'immunisations realise dans les conditions precedemment 
decrites a l'exemple 5 (injections en absence d'adjuvant, prelevement du 
serum a J56). 

Le challenge par des bacteries Salmonella enteritidis SH 2204, esc 
20 realise 2 a 3 heures apres injection du serum hyperimmun. Les bacteries 
sont injectees a i'animal par voie intraperitoneale. Trois doses differences 
sont utilisees: 1,3 - 13 et 52 fois la DL50 (DL50 = 2,6.10* cellules/ml). -Les 
souris sont observecs jusqu'a 60 jours apres l'injection. 

25 8.2. Resuitats . 

Les anticorps obtenus chez le lapin apres immunisation par le 
conjugu£ P40-icosasaccharide permettent, apres injection par voie 
intraveineuse, de proteger des souris contre une infection par Salmonella 
- 30 enteritidis. 60 jours apres des challenges realises par injection de doses de 
I'ordre de 1,3 et 13 fois la DL50 coutes les souris sont vivantes (Tableau 1), la 
dose 52 x DL50 etant quant a clle excessive (mort des animaux). 
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Tableau 1 : Experiences dc challenge chez la souris apres 
transfert passif d'un serum hyperimmun dc Lapin ou aprcs 
immunisation par le conjuguc IMO-icosasaccharidc. 
5 Determination du pourccntage d'animaux vivants 60 jours 
aprcs injection par voie intraperitoneal d'unc dose dc 
bacterics Salmonella cntcritidis. 



Dose de Salmonella 


Challenge aprcs 


Challenge apres 


en teri tidis 


transfert passif 


immunisation 


1,3 x DL50 


100% 


100% 


13xDL50 


100% 


100% 


52xDL50 

* 


O 


O 



20 EXEMPLE 10: Experience dc challenge chcz la souris aprcs 
immunisation par le conjuguc P40/icosasaccharidc. 

9.1. Materiel et methodes . 

25 Les souris (femelles NMRI, 20g, 6/lot) sont immunisees par le 

conjugue P40/icosasaccharide en absence d'adjuvant comme decrit dans 
l'exemple 4. 

Au jour 42 le challenge par les bacteries Salmonella enteritidis SH 
2204 est realise comme decrit precedemment dans Texemple 6. 

30 

9.2. Resultats . 

La vaccination par le conjugue P40-icosasaccharide permet dc 
proteger directement les souris contre un challenge par Salmonella 
35 enteritidis. Les immunisations par ce conjugue permettent en effet 
d'augmenter la DL50 par un facteur 10 au minimum (Tableau 1), la DL50 
pouvant alors etre superieure a 3,4.10 6 /ml. 
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LISTE DE SEQUENCES 



CI) INFORMATIONS GENERALES: 

(Q DEPOSANT: 

(A) NOM: PIERRE FABRE MEDICAMENT 

CB) RUE: 45 PLACE ABEL GANCE 

(Q VILLE: BOULOGNE 

CE) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92100 



Ciii) N OMBRE DE SEQUENCES: 8 

Civ) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

CA) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

CB) ORDINATEUR: Apple Macintosh 



CZ) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

Ci) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

CA) Longueur : 1008 pax res de bases 

CB) Type : acide nucleique 
CO Nombre de brins : simple 
CD) Configuration : lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



Cix) CARACTERISTIQUE: 

CA) NOM/CLE: CDS 

CB) EMPLACEMENT: 1. . 1008 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC 48 
Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser 
1 5 10 15 



CO SYSTEME D' EXPLOITATION: MAC OS Systeme 7 
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CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC 96 

Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn 
20 25 30 

GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC 144 
Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr 
35 40 45 

CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC 192 
Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly 
50 55 60 

CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC GTT GAC AAC GGT GCT TTC AAA GCT CAG 240 
Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin 
65 70 7S 80 

GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG 288 
Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro lie Thr Asp Asp Leu 
85 90 95 

GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA 336 
Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys 
100 105 110 

GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC 384 
Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly 
115 120 125 

GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC 432 
Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp 
130 135 140 

ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG 480 
He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala 
145 150 155 160 

GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT 528 
Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val 
165 170 175 

TCC TAC CGC TTC GGT CAG GAA GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT 576 
Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala 
180 185 190 



CCG GCT CCG GCT CCG GAA GTG GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT 624 
Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser 
195 200 205 
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GAC GTT CTG TTC AAC TTC AAC AAA GCT ACC CTG AAA CCG GAA GGT CAG 
Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin 
210 215 220 



672 



CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC ACT CAG CTG AGC AAC ATG GAT CCG AAA 
Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys 
225 230 235 240 



720 



GAC GGT 
Asp Gly 



TCC GCT GTT 
Ser Ala Val 
245 



GTT CTG GGC TAC ACC GAC CGC ATC GGT TCC GAA 
Val Leu Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu 
250 255 



768 



GCT TAC AAC CAG CAG CTG TCT GAG AAA CGT GCT CAG TCC GTT GTT GAC 
Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp 
260 265 270 



816 



TAC CTG 
Tyr Leu 



GTT GCT AAA 
Val Ala Lys 
275 



GGC ATC CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT CGC GGC 
Gly He Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly 
280 285 



864 



ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA 
Met Gly Glu Ser Asn Pro Val Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys 
290 295 300 



912 



GCT CGC GCT GCC CTG ATC GAT TGC CTG GCT CCG GAT CGT CGT GTA GAG 
Ala Arg Ala Ala Leu He Asp Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu 
305 310 315 320 



960 



ATC GAA GTT AAA GGC TAC AAA GAA GTT GTA ACT CAG CCG GCG GGT TAA 
He Glu Val Lys Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
325 330 335 



1008 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) Longueur : 335 acides amines 

(B) Type : acide amine 

(C) Nombre de brins : simple 
CD) Configuration : lineaire 

GO TYPE DE MOLECULE: proteine 
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Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr 
15 10 15 

His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arq 
20 25 30 35 

Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu 
40 45 50 

Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val 
55 60 65 70 

Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr 
75 80 85 90 

Pro lie Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg 
95 100 105 

Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp 
110 115 120 125 

Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arq Asd 
130 135 140 

lie Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr 
145 150 155 160 

Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe 
165 170 175 180 

Gly Gin Glu Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu 
185 190 195 

Val Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn Lys 
200 205 210 215 

Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr Thr Gin Leu 
220 225 230 

Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu Gly Tyr Thr Asd Ara 
235 240 245 250 

lie Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val 
255 260 265 270 

Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly He Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly 
275 280 285 
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Met Gly Glu Ser Asn Pro Vol Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg 
290 295 300 305 

Ala Ala Leu lie Asp Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu lie Glu Val Lys 
310 315 320 

Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro Ala Gly 
325 330 335 



(2) INFORMATIONS POUR LA 5EQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) Longueur : 1035 paires de bases 

(B) Type : acide nucleique 
(Q Nombre de brins : simple 
(D) Configuration : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



Cix) CARACTERISTIQUE : 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT:!. .1035 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 



ATG AAA GCA ATT TTC GTA CT G AAT GCG GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG 
Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
1 5 10 15 



48 



TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC 240 
Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Aid Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 
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GTT GAC AAC GGT 
Val Asp Asn Gly 



CTG GGT TAC CCG 
Leu Gly Tyr Pro 
100 

GGC ATG GTT TGG 
Gly Met Vol Trp 
115 

GTT TCC CGT AGC 
Val Ser Arg Ser 
130 

GGC GTA GAG TGG 
Gly Val Glu Trp 
145 



GCT TTC AAA 
Ala Phe Lys 
85 

ATC ACT GAC 
lie Thr Asp 



CGC GCT GAC 
Arg Ala Asp 



GAA CAC GAC 
Glu His Asp 
135 

GCT GTT ACT 
Ala Val Thr 
150 



GCT CAG GGC 
Ala Gin Gly 
90 

GAT CTG GAC 
Asp Leu Asp 
105 

TCC AAA GGC 
Ser Lys Gly 
120 

ACT GGC GTT 
Thr Gly Val 



CGT GAC ATC 
Arg Asp lie 



GTT CAG CTG ACC 
Val Gin Leu Thr 



ATC TAC 
lie Tyr 



AAC TAC 
Asn Tyr 



TCC CCA 
Ser Pro 
140 

GCT ACC 
Ala Thr 
155 



ACC CGT 
Thr Arg 
110 

GCT TCT 
Ala Ser 
125 



GTA 
Val Phe 



CGT CTG 
Arg Leu 



GCT AAA 
Ala Lys 
95 

CTG GGC 
Leu Gly 



ACC GGC 
Thr Gly 



GCT GGC 
Ala Gly 



GAA TAC 
Glu Tyr 
160 



288 



336 



384 



432 



480 



CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT 
Gin Trp Val Asn Asn lie Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT TCC TAC CGC TTC GGT CAG GAA 
Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu 
180 185 190 

GAT GCT GCA CCG GTT GTT GCT CCG GCT CCG GCT CCG GCT CCG GAA GTG 
Asp Ala Ala Pro Val Val Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val 
195 200 205 

GCT ACC AAG CAC TTC ACC CTG AAG TCT GAC GTT CTG TTC AAC TTC AAC 
Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn 
210 215 220 

AAA GCT ACC CTG AAA CCG GAA GGT CAG CAG GCT CTG GAT CAG CTG TAC 
Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin Ala Leu Asp Gin Leu Tyr 
225 230 235 240 



528 



576 



624 



672 



720 



ACT CAG CTG AGC AAC A TG GAT CC G AAA GAC GGT TCC GCT GTT GTT CTG 

Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser Ala Val Val Leu 
245 250 255 

GGC TAC ACC GAC CGC ATC GGT TCC G AA GCT TA C AAC CAG CAG CTG TCT 

Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin Leu Ser 
260 265 270 



768 



816 
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GAG AAA CGT GCT CAG TCC GTT GTT GAC TAC CTG GTT GCT AAA GGC ATC 864 

Glu Lys Arg Ala Gin Ser Vol Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly lie 
275 280 285 

CCG GCT GGC AAA ATC TCC GCT CGC GGC ATG GGT GAA TCC AAC CCG GTT 912 

Pro Ala Gly Lys lie Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val 
290 295 300 

ACT GGC AAC ACC TGT GAC AAC GTG AAA GCT CGC GCT GCC CTG ATC GAT 960 

Thr Gly Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp 
305 310 315 320 

TGC CTG GCT CCG GAT CGT CGT GTA GAG ATC GAA GTT AAA GGC TAC AAA 1008 

Cys Leu Ala Pro Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys 
325 330 335 



GAA GTT GTA ACT CAG CCG CAG GGC TAA 1035 
Glu Val Val Thr Gin Pro Gin Gly 
340 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) Longueur : 344 acides amines 

(B) Type : acide amine 

CO Nombre de. brins : simple 
(D) Configuration : lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

Met Lys Ala He Phe Val Leii Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala 
1 S 10 15 

Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly 
20 25 30 35 

Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe 
40 45 50 

Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu 
55 60 65 70 
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Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly 
75 80 85 90 

Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro He Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr 
95 100 105 

Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser 
110 115 120 125 

Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp 
145 150 155 160 

Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met 
165 170 175 180 

Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg Phe Gly Gin Glu Asp Ala Ala Pro Val Val 
185 190 195 

Ala Pro Ala Pro Ala Pro Ala Pro Glu Val Ala Thr Lys His Phe Thr Leu Lys 
200 205 210 215 

Ser Asp Val Leu Phe Asn Phe Asn Lys Ala Thr Leu Lys Pro Glu Gly Gin Gin 
220 225 230 

Ala Leu Asp Gin Leu Tyr Thr Gin Leu Ser Asn Met Asp Pro Lys Asp Gly Ser 
235 240 245 250 

Ala Val Val Leu Gly Tyr Thr Asp Arg He Gly Ser Glu Ala Tyr Asn Gin Gin 
255 260 265 270 

Leu Ser Glu Lys Arg Ala Gin Ser Val Val Asp Tyr Leu Val Ala Lys Gly He 
275 280 285 

Pro Ala Gly Lys He Ser Ala Arg Gly Met Gly Glu Ser Asn Pro Val Thr Gly 
290 295 300 305 

Asn Thr Cys Asp Asn Val Lys Ala Arg Ala Ala Leu He Asp Cys Leu Ala Pro 
310 315 320 

Asp Arg Arg Val Glu He Glu Val Lys Gly Tyr Lys Glu Val Val Thr Gin Pro 
325 330 335 340 

Gin Gly 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) Longueur : 567 paires de bases 
CB) Type : acide nucleique 
CO Nombre de brins : simple 
(D) Configuration : lineaire 

Cii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
(EQ EMPLACEMENT: 1. .567 



Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 



ATG AAA GCA ATT TTC GTA CT G AAT GCG GCT CCG AAA GAT AAC ACC TGG 48 
Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp 
1 5 I 0 15 

TAT GCA GGT GGT AAA CTG GGT TGG TCC CAG TAT CAC GAC ACC GGT TTC 96 
Tyr Ala Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe 
20 25 30 

TAC GGT AAC GGT TTC CAG AAC AAC AAC GGT CCG ACC CGT AAC GAT CAG 144 
Tyr Gly Asn Gly Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin 
35 40 45 

CTT GGT GCT GGT GCG TTC GGT GGT TAC CAG GTT AAC CCG TAC CTC GGT 192 
Leu Gly Ala Gly Ala Phe Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly 
50 55 60 

TTC GAA ATG GGT TAT GAC TGG CTG GGC CGT ATG GCA TAT AAA GGC AGC 240 
Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser 
65 70 75 80 

GTT GAC AAC GGT GCT TTC AAA GCT CAG GGC GTT CAG CTG ACC GCT AAA 288 
Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly Val Gin Leu Thr Ala Lys 
85 90 95 

CTG GGT TAC CCG ATC ACT GAC GAT CTG GAC ATC TAC ACC CGT CTG GGC 336 
Leu Gly Tyr Pro He Thr Asp Asp Leu Asp He Tyr Thr Arg Leu Gly 
100 105 110 
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GGC ATG GTT TGG CGC GCT GAC TCC AAA GGC AAC TAC GCT TCT ACC GGC 384 

Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser Thr Gly 
115 120 125 

GTT TCC CGT AGC GAA CAC GAC ACT GGC GTT TCC CCA GTA TTT GCT GGC 432 

Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser' Pro Val Phe Ala Gly 
. 130 135 140 



GGC GTA GAG TGG GCT GTT ACT CGT GAC ATC GCT ACC CGT CTG GAA TAC 
Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr 
145 150 155 160 



480 



CAG TGG GTT AAC AAC ATC GGC GAC GCG GGC ACT GTG GGT ACC CGT CCT 528 
Gin Trp Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro 
165 170 175 

GAT AAC GGC ATG CTG AGC CTG GGC GTT TCC TAC CGC TAA 567 
Asp Asn Gly Met Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg 
180 185 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

CO CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) Longueur : 188 acides amines 
(B} Type : acide amine 

(C) Nombre de brins : simple 

(D) Configuration : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Ala Pro Lys Asp Asn Thr Trp Tyr Ala 
15 10 15 

Gly Gly Lys Leu Gly Trp Ser Gin Tyr His Asp Thr Gly Phe Tyr Gly Asn Gly 
20 25 30 35 

Phe Gin Asn Asn Asn Gly Pro Thr Arg Asn Asp Gin Leu Gly Ala Gly Ala Phe 
4 0 45 50 

Gly Gly Tyr Gin Val Asn Pro Tyr Leu Gly Phe Glu Met Gly Tyr Asp Trp Leu 
55 60 65 70 
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Gly Arg Met Ala Tyr Lys Gly Ser Val Asp Asn Gly Ala Phe Lys Ala Gin Gly 
75 80 85 90 

Val Gin Leu Thr Ala Lys Leu Gly Tyr Pro He Thr Asp Asp Leu Asp lie Tyr 
95 100 105 

Thr Arg Leu Gly Gly Met Val Trp Arg Ala Asp Ser Lys Gly Asn Tyr Ala Ser 
110 115 120 US 

Thr Gly Val Ser Arg Ser Glu His Asp Thr Gly Val Ser Pro Val Phe Ala Gly 
130 135 140 

Gly Val Glu Trp Ala Val Thr Arg Asp He Ala Thr Arg Leu Glu Tyr Gin Trp 
145 150 . 155 160 

Val Asn Asn He Gly Asp Ala Gly Thr Val Gly Thr Arg Pro Asp Asn Gly Met 
165 170 175 180 

Leu Ser Leu Gly Val Ser Tyr Arg 
185 



(Z) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

CD CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 774 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
CO NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 1. .774 

Cxi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 



ATG AAA GCA ATT TTC GTA CTG AAT GCG CAA CAC GAT GAA GCC GTA GAC 
Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Gin His Asp Glu Ala Val Asp 
1 5 10 15 

GCG AAT TTC GAC CAA TTC AAC AAA TAT GGA GTA AGT.GAC TAT TAC AAG 
Ala Asn Phe Asp Gin Phe Asn Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr Tyr Lys 
20 25 30 
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AAT CTA ATC AAC AAT GCC AAA ACT GTT GAA GGC GTA AAA GAC CTT CAA 144 
Asn Leu He Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Asp Leu Gin 
35 40 45 



GCA CAA 
Ala Gin 
50 

GAT GGC 
Asp Gly 
65 

GTT AAA 
Val Lys 



GTT GTT GAA 
Val Val Glu 



TTA TCT GAT 
Leu Ser Asp 



CTT GAC 
Leu Asp 



GCC AAA 
Ala Lys 



TCA. GCG 
Ser Ala 
130 

TTC TTG 
Phe Leu 
145 

TTA GCT 
Leu Ala 



TCA ATT GAA 
Ser He Glu 
85 

AAA TAT GGA 
Lys Tyr Gly 
100 

ACT GTT GAA 
Thr Val Glu 
115 

AAG AAA GCG 
Lys Lys Ala 



TCA GCG 
Ser Ala 
55 

TTC TTG 
Phe Leu 
70 

TTA GCT 
Leu Ala 



AAG AAA GCG 
Lys Lys Ala 



AAA TCA CAA 
Lys Ser Gin 



GTA AGT 
Val Ser 



GGT GTA 
Gly Val 



AAA TCA CAA 
Lys Ser Gin 



GAA GCT AAA 
Glu Ala Lys 
165 



CGT ATT 
Arg He 
135 

ACA CCT 
Thr Pro 
150 

GTC TTA 
Val Leu 



GAA GCT AAA 
Glu Ala Lys 
90 

GAC TAT CAC 
Asp Tyr His 
105 

AAA GAC CTT 
Lys Asp Leu 
120 

TCA GAA GCA 
Ser Glu Ala 



CGT ATT TCA 
Arg He Ser 
60 

ACA CCT GCT 
Thr Pro Ala 
75 

GTC TTA GCT 
Val Leu Ala 



GAA GCA ACA 
Glu Ala Thr 



AAG AAC CTA 
Lys Asn Leu 



GCT GAA GAT 
Ala Glu Asp 



GCT AAC AGA 
Ala Asn Arg 
170 



CAA GCA CAA 
Gin Ala Gin 
125 

ACA GAT GGC 
Thr Asp Gly 
140 

ACT GTT AAA 
Thr Val Lys 
155 

GAA CTT GAC 
Glu Leu Asp 



GAA GAT ACT 
Glu Asp Thr 
80 

AAC AGA GAA 
Asn Arg Glu 
95 

ATC AAC AAT 
He Asn Asn 
110 

GTT GTT GAA 
Val Val Glu 



TTA TCT GAT 
Leu Ser Asp 



GTA AGT 
Val Ser 



GAC TAT TAC 
Asp Tyr Tyr 
180 



AAG AAC 
Lys Asn 



CTA ATC AAC 
Leu He Asn 
185 



AAT GCC AAA 
Asn Ala Lys 



TCA ATT GAA 
Ser He Glu 
160 

AAA TAT GGA 
Lys Tyr Gly 
175 

ACT GTT GAA 
Thr Val Glu 
190 



192 



240 



288 



336 



384 



432 



480 



528 



576 



GGT GTA AAA GCA CTG ATA GAT GAA ATT TTA GCT GCA TTA CCT AAG ACT 
Gly Val Lys Ala Leu He Asp Glu He Leu Ala Ala Leu Pro Lys Thr 
195 200 205 

GAC ACT TAC AAA TTA ATC CTT AAT GGT AAA ACA TTG AAA GGC GAA ACA 
Asp Thr Tyr Lys Leu He Leu Asn Gly Lys Thr Leu Lys Gly Glu Thr 
210 215 220 



624 



672 
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ACT ACT GAA GCT GTT GAT GCT GCT ACT GCA AGA TCT TTC AAT TTC CCT 
Thr Thr Glu Ala Val Asp Ala Ala Thr Ala Arg Ser Phe Asn Phe Pro 
225 230 235 240 

ATC CTC GAG AAT TCC CGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC TTA AGT 
lie Leu Glu Asn Ser Arg Gly Ser Val Asp Leu Gin Pro Ser Leu Ser 
245 250 255 

AAG TAA 
Lys 



720 



768 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 257 qcides amines 

(B) TYPE: acide amine 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8:. 

Met Lys Ala He Phe Val Leu Asn Ala Gin His Asp Glu Ala Val Asp Ala Asn 
! 5 10 15 . 

Phe Asp Gin Phe Asn Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr Tyr Lys Asn Leu lie Asn 
20 25 30 35 

Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Asp Leu Gin Ala Glri Val Val Glu Ser 
40 45 50 

Ala Lys Lys Ala Arg He Ser Glu Ala Thr Asp Gly Leu Ser Asp Phe Leu Lys 
55 60 65 70 

Ser Gin Thr Pro Ala Glu Asp Thr Val Lys Ser He Glu Leu Ala Glu Ala Lys 
75 80 85 90 

Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr His Lys Asn 
95 100 105 

Leu He Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Asp Leu Gin Ala Gin Val 
110 115 120 125 
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Val Glu Ser Ala Lys Lys Ala Arg lie Ser Glu Ala Thr Asp Gly Leu Ser Asp 

130 135 140 

Phe Leu Lys Ser Gin Thr Pro Ala Glu Asp Thr Val Lys Ser He Glu Leu Ala 
145 150 155 160 

Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr 
165 170 175 180 

Tyr Lys Asn Leu He Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Ala Leu He 
185 190 195 

Asp Glu He Leu Ala Ala Leu Pro Lys Thr Asp Thr Tyr Lys Leu He Leu Asn 
200 205 210 215 

Gly Lys Thr Leu Lys Gly Glu Thr Thr Thr Glu Ala Val Asp Ala Ala Thr Ala 
220 225 230 

Arg Ser Phe Asn Phe Pro He Leu Glu Asn Ser Arg Gly Ser Val Asp Leu Gin 
235 240 245 250 

Pro Ser Leu Ser Lys 
255 
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RHVENDl CATIONS 

1. Complexc imrnunogene, caracterise en ce qu'il consisie cn au 
5 moins un epitope oligo- ou polysaccharidiquc naturellcmem present dans 

des bacteries, couple a une proteine porteuse choisie parmi la proteine de 
liaison a la serumalbumine humaine du Streptocoque, les proteines de 
membrane externe de bacterie gram negatif, ou leurs fragments. 

2. Complexe imrnunogene scion la revendicaiion 1, caracterise en ce 
10 que l'epitope oligo- ou polysaccharidiquc est susceptible d'etre obtenu a 

partir de bacteries, gram negatif ou gram positif. 

3. Complexe imrnunogene selon Tune des revindications 1 ou 2, 
caracterise en ce que l'epitope oligo- ou polysaccharidique est choisi 
parmi les oligosaccharides susceptibles d'etre obtenus a partir de 

15 lipopolysaccharides de membrane et les oligosaccharides de capsule, de 
bacteries du genre Salmonella, Escherichia, Neisseria, Shigella, 
Haemophilus ou Klebsiella. 

4. Complexe imrnunogene selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise cn ce qu'il comprend au moins un oligosaccharide 

20 substantiellement purine, susceptible d'etre obtenu & partir de 
lipopolysaccharides de membrane de bacteries du genre Salmonella. 

5. Complexe imrnunogene selon la revendication 4, caracterise en ce 
que I'oligosaccharide peut etre obtenu a partir d'une bacterie du genre 
Salmonella appartenant a un serogroupe porteur d'une specificite 

25 amigenique choisie dans le groupe suivant : 0:1, 0:2, 0:4, 0:6, 7, 8, 0:3 et 0:9. 

6. Complexe imrnunogene selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'il contient un oligosaccharide susceptible d'etre 
obtenu a partir du lipopolysaccharide dc Salmonella enteritidis de 
specificite amigenique 0:9. 

30 7. Complexe imrnunogene selon l'une des revendications 1 a 6, 

caracterise en ce qu'il comprend au moins une unite : 

aD galactose p(l-2)-aD mannose p(l-4)-aL Rhamnosc p(l-3) 
35 cuyvelose p(l-3) 
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8. Compiexe immunogene selon ]a revendication 7, caracterise en a 
qu'il comprend au moins un oligosaccharide de formule 



a-Tvvp(l-3) 

i 

aD-Galp(l-2) ~> aD-Manp(l-4) --> aL-Rhap(l-3) --> 



10 



15 



20 



25 



30 



dans laquelle Gal represente le galactose 

Man represente le mannose 

Rha represente le rhamnose 

Tyv represente le tyvelose 
et n peut varier entre 1 et 24. 

9. Compiexe immunogene selon I'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la proteine porteuse comporte au moins une partie 
d'une proteine de type OmpA de bacteries gram negatif. 

10. Compiexe immunogene selon I'une des revendications 1 a 9, 
caracterise en ce que la proteine porteuse comporte au moins une partie 
d'une proteine de membrane externe de Klebsiella pneumoniae. 

11. Compiexe immunogene selon I'une des revendications 1 a 10. 
caracterise en ce que la proteine porteuse presente 

a) la seq ID n° 2, ID n' 4 ou ID n° 6, ou ;. 

b) une sequence presentant au moins 80% d'homologie avec Tune des 
sequences mentionnees en a). 

12. Compiexe immunogene, caracterise en ce qu'il est constitue d'au 
moins un oligosaccharide de formule 



a-Tyvp(l-3) 

i 

aD-Gal p(l-2) --> aD-Man p(l-4) -> aL-Rha p(l-3) --> 
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dans laqueile Gal represente le galactose 
Man represente ]e mannose 
Rha represente le rhamnose 
Tyv represente le tyvelose 
5 et n peut varier cntre 1 et 5, 

couple avec une proteine presentant Tune des sequences ID n° 2, ID n° 4, 
ID n° 6, ou ID n° 8, ou possedant au moins 80% de similarite avec Tune des 
sequences ID n° 2, ID n° 4 ou ID n D 6 ou ID n° 8. 

13. Complexe imrnunogene selon Tune des revendications 1 a 3, 
10 caracterise en ce qu'il comprend au moins un antigene capsulaire de 
Salmonella. 

1.4. Utilisation d'un complexe imrnunogene selon 1'une des 
revendications 1 a 13, pour la preparation d'un vaccin. 

15. Utilisation d'un complexe selon la revendtcation 12, pour la 
15 preparation d'un vaccin destine i proteger un animal contre les 

infections provoquees par les bacteries Salmonella appartenant au 
serogroupe antigenique 0:9. 

16. Vaccin caracterise en ce qu'il comprend un complexe 
imrnunogene selon Tune des revendications 1 a 12 et en ce qu'il comprend 

20 en outre un antigene capsulaire de Salmonella. 

17. Procede de preparation d'un complexe imrnunogene selon Tune 
des revendications 1 a 12, caracterise en ce que : 

a) on isole des oligosaccharides de Salmonella a partir des 
lipopolysaccharides de membrane, 
25 b) de maniere facultative, on purifie les oligosaccharides de maniere a 
conserver des oligosaccharides de meme poids moleculaire, 

c) les oligosaccharides sont actives chimiquement, 

d) les oligosaccharides actives sont couples a une proteine porteuse pour 
former le complexe imrnunogene. 

30 18. Procede selon la revendication 17 , caracterise en ce que la 

proteine porteuse est activee avant 1'etape d) par une methode chimique 
pour faciliter le couplage. 
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19. Procede selon Tune des revendications 1 7 ou 18, caracterise en 
cc qu'on effectue cnsuitc une etape supplementaire consisrant a coupler lc 
complexc obtenu a I'issue de I'etape d) avcc un autre determinant 
antigenique de Salmonella. 
5 20. Utilisation d'une proieinc presentant Tune des sequences ID n° 

2 f 4 t 6 ou 8 pour ameliorcr I'immunogenicitc d'un oligosaccharide. 
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Dilution des serums 



Figure 1 
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